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I-A, 新田ゼラチン)を充鎮した．その後，液体窒素の液面にチューブの端を 1 分間浸し，そ
のまま電動式タテ型フォースゲージスタンド (FGS-50V-L, 日本電産シンポ )を用いて
0.16mm/s の速度で徐々にチューブを液体窒素に漬け，凍結した．チューブ内の凍結したコ
ラーゲン溶液を取り出した後，凍結乾燥機(FRD-51, IWAKI)を用いて-50℃で 3 日間凍結乾燥
した．続いて VACUUM DRYING OVEN (VR-320, ADVANTEC)を用いて 120℃で 1 日間真空
熱架橋した後，得られたコラーゲンスポンジを，ジエチルエーテル，99%，90%，80%エタ
ノールの順に 1 日ごとに浸漬させた．最後に，脱気水に 3 回浸漬することで，一軸配向コ






日間凍結した．その後，凍結乾燥機を用いて-50℃で 3 日間凍結乾燥し，続いて VACUUM 
DRYING OVEN を用いて 120℃で 1 日間真空熱架橋した．得られたコラーゲンスポンジを，
ジエチルエーテル，99%，90%，80%エタノールの順に 1 日ごとに浸漬させ，最後に脱気水

























筋芽細胞にはマウス横紋筋由来株化細胞(C2C12 細胞, European Collection of cell culture)を
使用した(図 2-1)．100mm コラーゲンコートデッシュに 5,000cells/cm2の密度で C2C12 細胞
を播種し，増殖培地(Growth Medium (GM): 10%ウシ胎児血清(Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA)及び 1%抗生物質を含む High-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(HG-DMEM))で培養した．その後，37℃，5%CO2，95%大気，湿度 100%の環境下でサブコ
ンフルエント状態になるまで培養した．なお，培地は 2 日毎に交換した． 
 
 






マイジェクター®(29G, テルモ)でコラーゲンスポンジの中心部に 1,000µL 注入播種した(図
2-3 (c))．その際，細胞懸濁液がスポンジ全体へ分散することを確認した．細胞播種後，コ






細胞を播種して 2 日間培養した培養骨格筋を，2 本のステンレスピンを間隔 20mm で配置
したポリカーボネート製の土台上に絹製縫合糸で固定した．培養液を分化培地
(Differentiation Medium (DM): 7%ウマ胎児血清(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
及び 1%抗生物質を含む HG-DMEM)に交換し，1～5 週間培養した．なお，培養液は 1 日も
しくは 2 日毎に交換した(図 2-2)． 
 
 
図 2-2 コラーゲンスポンジの写真像 
(a) US, (b) HS, (c) 細胞播種後の US, (d) 培養途中の US 
 
2.2.9 等尺性収縮力測定 













片を作製した．細胞播種した US・HS を PBS で洗浄後，10%ホルムアルデヒド（11-0705-7，
SIGMA-ALDRICH）で 24 時間固定した．固定後，ユニ・カセット®（Tissue-Tek）に入れ，
約 3 時間 DW で水洗した．その後，50%，70%，80%，90%，99%とエタノール濃度を変え





取り付けた後，厚さ 4µm で薄切した．厚さ 4µm のパラフィン切片を 20%エタノールに浸透
した後，45℃の DW に浸透した．浸透したパラフィン切片をスライドガラスで拾い，24 時
間室温で乾燥した． 
切片をキシレンに 10 分 3 回，90%エタノール，70%エタノールの各々に 2 分ずつ浸透し，
2 分間の流水洗浄後，脱パラフィンを行った．ヘマトキシリンに 10 分浸漬した後，10 分間
の流水，2 分間エオジンに浸けることにより組織を染色した．エオジン染色後軽く流水を行
い，70%エタノールに 15 秒間浸漬させてエオジンを封入した．純エタノールに 30 秒浸漬，





2 群間の標準偏差を等分散ではスチューデントの t 検定を，不等分散ではウェルチの t 検定









前後の小口径のものと 500µm 以上の大口径のものが形成されていた(図 2-3 (a, b))．一方，
-80℃環境下で静置して得られた HS では，空孔の偏りは少なく，その口径は 100～200µm 程
度であった(図 2-3 (c, d))． 
 
 
図 2-3 コラーゲンスポンジスキャフォールド 





画像解析による角度計測値より得られた角度ヒストグラムを図 2-4 に示す．US では，断
面線維の配向角度が 80～90º に集中しており，この区間の割合が全体の約 60%を占めていた















































試験片における曲線はばらつきがあったため，代表的なものを図 2-5 に示す．US の線維方
向に対する応力が最大であった．しかしながら，US の線維の垂直方向に対する応力は HS




































US にシリンジを用いて C2C12 細胞を注入播種し，HE 染色した結果を図 2-6 に示す．短
軸断面像から，1 週目では小さな細胞集団がまばらに分布しており(図 2-6 (a))，3 週目でも
細胞の局在に変化は見られなかった(図 2-6 (c))．その後，5 週目では中央部に分布していた
細胞数が大きく減少した．また，スポンジを覆うような細胞集団が端部に観察できた(図 2-6 
(e))．長軸断面像からは，1 週目では細胞が一軸方向へ整列し，筋管へ融合し始め(図 2-6 (b))，
3 週目ではピンク色に染まった斑点(図中の円内)が長軸方向に並び，融合していた筋管が太
くなり長軸方向に伸長しているのが観察できた(図 2-6 (d))．その後，5 週目では，ピンク色
の斑点(図中の円内)がさらに大きくなり，中心部にあった筋管数が減少したが，端部の細胞




1週目(a, b) ,3週目(c, d) , 5週目(e, f), 縦軸(a, c, e), 横軸(b, d, f) 
White bar = 200μm, Black bar = 50μm 
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US にシリンジを用いて C2C12 細胞を注入播種し，HE 染色した結果を図 2-7 に示す．短
軸断面像から，1 週目ではスポンジ全体に細胞が分布し(図 2-7 (a))，3 週目ではまばらに分
布していた細胞が中心部では減少し，ピンク色の斑点(図中の矢印)が現れ始めた．端部では
スポンジを覆うような局在として観察できた(図 2-7 (c))．その後，5 週目では中心部の細胞
が大きく減少し，ピンク色の斑点(図中の円内)が多数確認できた．また，端部の細胞集団が
さらに多く観察できた(図 2-7 (e))．長軸断面像から，1 週目では細胞がまばらに分布してお
り，細胞の整列などは観察できなかった(図 2-7 (b))．3 週目ではまばらに分布していた細胞
の局在が変化し，端部に細胞が多くなり，一軸方向に整列し，筋管へと分化していた(図 2-7 
(d))．その後，5 週目では端部にあった筋管がさらに太くなった．また，中心部でも細胞が




1週目(a, b) ,3週目(c, d) , 5週目(e, f), 縦軸(a, c, e), 横軸(b, d, f) 





ポンジから作製した培養骨格筋も，1 週目から 5 週目へと培養期間に伴って収縮力が増加し




図 2-8 培養コラーゲンスポンジの等尺性収縮力 
US (1wk: 74.4±12.3μN, 3wk: 353.8±33.1μN, 5wk: 959.4±159.7μN). 
HS (1wk: 98.8±10.5μN, 3wk: 154.4±22.5μN, 5wk: 381.3±11.5μN). 











































っていた(図 2-6, 図 2-7)．筋管が成熟する事でスポンジへの張力が強くなりスポンジが縮ん
だと考えられる． 
細胞局在を比較すると，US では小さな細胞集団がまばらに分布していたが(図 2-7(a, c))，























と考えられる．ただし，HS の方が US と比べると分化している細胞が多く，細胞死の量も
少ない様に観察できるにも関わらず，収縮力は US の方が大きく，培養期間に伴いその差が














































移植物として成熟した組織を in vitro で構築し移植する事が望ましいが，生体組織と置換







マウス横紋筋由来株化細胞(C2C12 細胞，European Collection of cell culture)を使用した．












VACUUM DRYING OVEN(VR-320，ADVANTEC 東洋株式会社)を用いて 120℃の真空下で熱
架橋処理を 24 時間行った．その後，ph7.4， 0.01M Tris ，ELASTASE(Worthigton) 0.57u/ml，
塩化カルシウム((無水)特級，純度 95.0%以上，キシダ化学株式会社 ) 10mM アジ化ナトリ
ウム(特級試薬，シグマ アルドリッチ ジャパン株式会社)0.02%の濃度でエラスターゼ溶液
を作製し，フィルター滅菌を施した．組織の重さ 1 に対しエラスターゼ溶液の液量を 100
とした液比の溶液に試料を浸し，ELECTRIC DRYING OVEN(FS-420，ADVANTEC 東洋株式
会社)を用いて 37℃下で 72 時間ゆっくり振とうさせ，エラスチン線維を分解した．エラス
ボール(指定医薬品，好中球)100mg に生理食塩水を 10ml 加えて粉末を良く溶かした後に，
2.5ml に対して pH8.0 0.01M Tris-buffer(SIGMA-ALDRICH) 50ml に加えてエラスボール溶液
を作製した．脱エラスチン処理後に，作製したエラスボール溶液にブタ胸部大動脈を 4℃下
で 72 時間浸してエラスターゼの活性を失活性させた．その後，80%エタノールに 72 時間浸
す事でリン脂質を除去し，PBS(DULBECCO’S PHOSPHATE BUFFERED SALINE， D8537，
SIGMA)に 72 時間浸して洗浄し，使用まで 4℃下で保存した． 
 
3.2.3 人工腱の成形 
KE-1310ST(信州シリコーン)と CAT1310(信州シリコーン)を 60mm ディッシュ上で 10：1
の割合で混ぜあわせ，50℃環境下で 24 時間硬化させ無細胞生体由来組織成形用足場を作製
した．その後，無細胞生体由来組織用足場を 80％エタノールに 30 分間付け置きする事で滅
菌した．清潔下にて PBS 内に保存していた無細胞生体由来組織を切り開き，無細胞生体由
来組織足場上で生倹トレパン(DISPOSABLE BIOPSY PUNCH，BP-30F，kaimedical)を用いて
直径 3mm の大きさに成型し，さらに生倹トレパン(DISPOSABLE BIOPSY PUNCH， BP-10F，
kaimedical)を用いて直径 1mm の穴を中央部にあけ，これを人工腱とし使用した(図 3-1)．な









厚さ 3mm のポリカーボネート板を 24mm2 の大きさに成型し，中央に 12mm の間隔で
















ンゲル溶液を 100µl 播種し，30 分間 37℃，5%CO2，95%大気，湿度 100%の環境下でゲル化
を促進させ，培養筋を作製した(図 3-3, 図 3-4)． 
 
 
図 3-3 播種直後の培養筋 
 
 




培養筋作製後，2 日間 GM にて静置培養し，DM に交換後，37℃，5%CO2，95%大気，湿
度 100%の環境下で 5 日間培養した．なお，培地は 2 日毎に交換した． 
 
3.2.7 培養筋の組織構造評価 
培養終了後，培養筋を HE 染色した．10%中性緩衝ホルムアルデヒド液(11-0705-7,シグマ 
アルドリッチ ジャパン株式会社)を用いて 18 時間以上の組織固定を施した．50%エタノー
ルに 1 時間浸し攪拌し，70%,80%,90%,99.5%エタノールをそれぞれ 30 分間浸しながら攪拌
し，100%エタノールに交換し 1 時間浸しながら攪拌させ培養筋の脱水作業を行った．その
後，培養筋をキシレンに 24 時間置換し組織に対し，パラフィンの浸透が効率よく行える環




させた．乾燥させた切片をキシレンに 20 分間，90%,70%エタノールに 10 分間ずつ段階的に
浸し，流水に 2 分間さらし，ヘマトキシリンに 10 分間浸した．その後，流水に 10 分間さ
らし，エオジンに 2 分間浸し，余分な液を流水で軽く流し，70%エタノールに 15 秒間，90%















図 3-5 細胞濃度別培養筋の HE 断面(左：bar = 200µm，右：bar = 50µm). 
































































詳細な手順については 3.2.5 に示した． 
 
4.2.6 培養筋の培養方法 
培養筋作製後，2 日間 GM にて静置培養し，DM に交換後，37℃，5%CO2，95%大気，湿
度 100%の環境下で 6，7 日間培養した．なお，培地は 2 日毎に交換した． 
 
4.2.7 電気刺激用培養筋の培養方法 




表 4-1 電気刺激パラメータ 
刺激時間 
(5V，0.5Hz， 2ms) 








た．高さ 40mm，横幅 14mm，厚さ 3mm，の大きさのポリカーボネート製の板にボール盤を
用いて穴を開け，L 字型に切り抜いた白金をプラスチックネジで固定し電極とした．また，
高さ 24mm，横幅 14mm，厚さ 3mm のポリカーボネートを挟み足場である 24mm ポリカーボ
ネートを固定できるようにした(図 4-1)．6 well プレート，35mm2の蓋部に高さ 14mm，横幅
3mm の穴を 2 つあけ，電極を取り付け，液状シリコーンを用いて電極と蓋の穴の隙間を固定
したものを電気刺激印加部とした(図 4-2，図 4-3)．また，電気刺激を与えるための電気刺激
装置 KS-402U(ユニークメディカル株式会社)(図 4-4)を下記に示す． 
 
 









図 4-3 電気刺激印加部 
 
 












500Hz のサンプリング周波数で収縮力を測定した(図 4-5)． 
 
 












また，サンプル調整の試薬として RNA queous -4PCR(AM1914，Ambion)，を用いた．試料を
氷中解凍し，Lysis/Bindin Buffer を滴下し，試料をすり潰し液状に変え，64%エタノールを加
えた．試料溶液を Filter 付き collection tube に滴下し，4℃，10000 rpm で 1 分間遠心分離をし，
フィルターを通り抜けた液を廃棄し，wash solution♯1 を 700µl 滴下し，10000rpm で 1 分間遠
心分離をし，フィルターを通り抜けた液を廃棄した．wash solution♯2/3 を 500µl 滴下し，
10000rpm で 1 分間遠心分離をし，フィルターを通り抜けた液を廃棄した．この作業を 2 度
繰り返した．Elution solution を 80℃に温めたものを 40µl 滴下し，10000rpm で 1 分間遠心分
離をし，再度 80℃の Elution solution を 10µl 滴下し，10000rpm で 1 分間遠心分離をし，フィ
ルターを廃棄し，cDNA を抽出した．抽出した cDNA，High Capacity RNA-to-cDNA Kit(Applied 
Biosystems)内の 2×RT Buffer，20×Enzyme Mix，9：10：1 の割合に混合し，37℃の環境下で 1
時間反応させ，95℃で 5 分間温め，反応を止めた.D.W.，SYBR Green PCR Master mix(Applied 
Biosystems)，Forward Primer，Reverse Primer を 7.2：10：0.4：0.4 の割合で混合したものを 48 
well plate(Applied Biosystems)を 1 穴に 18µl ずつ滴下し，抽出した cDNA を 2µl 入れ，Step One 
Real-Time PCR System (Applied Biosystems)を用いて検出した．また，未知の cDNA を 5 段階
5 倍希釈して作製した検量線から相対的な値を求めた(表 4-2)． 
 
表 4-2 リアルタイム PCR の Forward Primer， Reverse Primer 
遺伝子 Forward Primer Reverse Primer 
MyoD 5’-TGGAGATGCGCTCCACTATG-3’ 5’-ACTACAGTGGCGACTCAGATGC-3’ 
myogenin 5’-GGTGCCCAGTGAATGCAACT-3’ 5’-GCTGTCCACGATGGACGTAAG-3’ 
Gapdh 5’- TGCACCACCAACTGCTTAG-3’ 5’-GGATGCAGGGATGATGTTC-3’ 






電気刺激条件 2 で電気刺激を与えながら 1，4，7 日間培養した培養筋の収縮力を示した．
7 日間電気刺激を与えながら培養した培養筋が最も高い収縮力を示した(図 4-6)． 
 
 

























組織断面を HE 染色した結果を示す．培養筋播種直後，培養 2 日後の培養筋では，培養筋
播種直後は細胞が丸くなり，培養 2 日後には細胞が細くなる事が示された．また，培養筋自
体も細くなっている事が分かった(図 4-7)． 






図 4-7 培養 0，2 日目の培養筋 HE 断面 






図 4-8 電気刺激培養による HE 染色像の経時観察 




図 4-9 電気刺激培養による HE 染色像の経時観察 






図 4-10 電気刺激培養による HE 染色像の経時観察 
(a,c：培養 6 日目，b,d：培養 2 日目から 4 日電気刺激，a,b：Bar=100µm，c,d：Bar=25µm) 
 
4.3.3 電気刺激を与えながら培養した培養筋の遺伝子発現(条件 2) 









































































































詳細な手順については 3.2.5 に示した． 
 
5.2.6 培養骨格筋の培養 
培養筋作製後，2 日間 GM にて静置培養し， DM に交換後，37℃，5%CO2，95%大気，









化しなかったが，21 日間培養した温熱ストレスを与えた培養筋の収縮力は 24 時間と 48 時
間の温熱ストレスによって有意に低下した．これらの結果から，温熱ストレスを与える時
間を 24 時間と 48 時間に決定した． 
 
5.2.8 温熱ストレス 
温熱ストレスは以下 2 種類の条件を与えた．1) 培養作製後，2 日間 GM で培養し，DM で
1～3 週間培養した培養筋に 24，48 時間 39℃の温熱ストレスを培養終了直前に与えた．2) 培
養した培養筋に 24，48 時間 39℃の温熱ストレスを分化誘導開始直後もしくは 1～3 週間に
なる直前に与え，37℃環境下に戻して 5，7 日間培養を継続した．また，温熱ストレスを与
える前に培養液を交換し，温熱ストレスを与えている間の培地交換は行わなかった．なお，
37℃環境下での培地交換は 2 日毎に行った． 
 
5.2.9 収縮特性の測定 












培養作製後，2 日間 GM で培養し，DM で 1～4 週間培養した．収縮力測定の結果，１週
間から 3 週間にかけて収縮力が有意に増加した．3 週間と 4 週間の収縮力に差はなかった(図
5-1)．収縮速度測定の結果，1 週間培養の培養筋の収縮速度と 2 週間培養の培養筋の収縮速
度に差はなかった．2 週間培養の培養筋の収縮速度よりも 3 週間培養の培養筋の収縮速度が
































図 5-2 培養に伴う収縮速度の変化 
 













































培養作製後，2 日間 GM で培養し，DM で 1，3 週間培養した．培養した培養筋に与える
温熱ストレスの期間を決定するために 6～48 時間 39℃の温熱ストレスを培養終了直前に与
えた．収縮力測定の結果，培養 1 週間では温熱ストレスによる収縮力への影響はなかった
が(図 5-4)，培養 3 週間では 24 時間以上の温熱ストレスにより有意に収縮力が低下した(図
5-5)． 
 
図 5-4 直接収縮力に影響を及ぼす温熱ストレス(1w) 
 











































培養作製後，2 日間 GM で培養し，DM で 1～3 週間培養した．培養した培養筋に 24，48
時間 39℃の温熱ストレスを培養終了直前に与えた．なお，温熱ストレスを与える時間は予
備実験の結果から決定した．収縮力測定の結果，培養 1 週間では温熱ストレスによる収縮






























図 5-7 収縮速度に影響を及ぼす急性温熱ストレス 
 
 









































培養作製後，2 日間 GM で培養し，DM で 1～4 週間培養した．培養した培養筋に 24，48
時間 39℃の温熱ストレスを分化誘導開始直後もしくは 1～3 週間になる直前に与え，37℃環
境下に戻して 5，7 日間培養を継続した．等尺収縮力測定の結果，1 週間培養した培養筋の
収縮力よりも 24，48 時間温熱ストレスを与えてから常温に戻した培養筋の収縮力が低下し





























図 5-10 収縮速度に及ぼす温熱ストレスの経時的変化 
 
 










































培養した培養筋に 24，48 時間 39℃の温熱ストレスを培養終了直前に与えた収縮力と常温
に戻して 7 日間培養を継続した後の収縮力の増加量を比較した． 
2週間培養の培養筋の収縮力の値から 1週間培養の培養筋の収縮力の値の差を基準とした
ところ，24，48 時間 39℃の温熱ストレスを与えた後に常温に戻して 7 日間培養を継続した
後の収縮力は増加した(図 5-12)． 
3週間培養の培養筋の収縮力の値から 2週間培養の培養筋の収縮力の値の差を基準とした
ところ，24，48 時間 39℃の温熱ストレスを与えた後に常温に戻して 7 日間培養を継続した
後の収縮力は増加した(図 5-13)． 
4週間培養の培養筋の収縮力の値から 3週間培養の培養筋の収縮力の値の差を基準とした
































図 5-13 収縮力に及ぼす温熱ストレスの経時的比較(3w) 
 
 




























































ると考えられる(図 5-1)．収縮・弛緩速度測定の結果から，2 週間から 3 週間培養に掛けて






















培養 2 週間では 24，48 時間温熱ストレスを与えてから培養した培養筋の収縮力が増加した．
分化誘導 1 週間後に温熱ストレスを与えたので分化が温熱ストレスにより促進されること
で，コントロールよりも収縮力が高くなると考えられる(図 5-9)．しかし，温熱ストレスに
よる収縮・弛緩速度への影響はなかった(図 5-10，図 5-11)． 
温熱ストレスを与えた直後と通常培養後を比較する事によって培養初期段階の影響を経
時的に評価した．培養した培養筋に 24，48 時間 39℃の温熱ストレスを培養 1 週間直前に与





培養した培養筋に 24，48 時間 39℃の温熱ストレスを培養 2,3 週間直前に与えた収縮力と
37℃環境下に戻して 7 日間培養を継続した後の収縮力の増加率を比較した．温熱ストレス
を与えた直後は収縮力の低下がみられるが，その後培養する事によってコントロールの培











































































詳細な手順については 3.2.5 に示した． 
 
6.2.6 培養骨格筋の培養 
培養筋作製後，2 日間 GM にて静置培養し，DM に交換後，37℃，5%CO2，95%大気，湿
















後さらに高頻度の刺激として 100Hz 与えた(図 6-2)． 
 


















の培養筋を PBS で数回洗浄した．培養筋を洗浄後，容器内を PBS で満たし，PBS の収縮力
が 0µN になるまで 15Hz の電気刺激を流し続けた．収縮力が 0µN になったのを確認後，容










縮力の約 60%まで減少し，周波数が 100Hz の場合，収縮力は一時間後，元の収縮力の約 10%
まで減少した．周波数が 2Hz の場合，収縮力の低下はおきなかった(図 6-3)． 
 
 


























継続した培養により周波数が 15Hzの刺激を与えた培養筋では収縮力の 90%まで回復したが， 
100Hz の刺激を与えた培養筋では収縮力の 10%のままで回復が行われなかった(図 6-4). 
 


























PBS 内で周波数が 15Hz の電気刺激を流し続けた培養筋は 15 分後，収縮力が 0µN になっ
たことが確認された.その後，培養液によって収縮力が回復していく事が確認できた．また，
培養液を入れて 10 分後に元の収縮力の約 90%まで回復している事が確認できた(図 6-5). 
 
 


































































構造を維持する事ができない．移植物として成熟した組織を in vitro で構築し移植する事が
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